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ABSTRAK 
Amobilisasi pektinase dengan metode adsorpsi fisik pada matriks pasir laut teraktivasi HCl, digunakan 
untuk mendegradasi senyawa pektin. Pektinase perlu diamobilkan untuk meningkatkan efisiensi pemakaian 
enzim sehingga dapat dipakai berulang kali. Pektinase diisolasi dari Bacillus subtilis dan dimurnikan dengan 
menggunakan amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-60%. Penelitian ini bertujuan mengetahui waktu 
pengocokan dan konsentrasi pektinase optimum. Pada penelitian ini dilakukan variasi waktu pengocokan 1, 2, 3, 
4, 5 jam dan variasi konsentrasi pektinase 0,943; 1,887; 2,830; 3,774; 4,717 mg/mL pada 0,1 gram pasir pada 
temperatur ruang. Penentuan kadar protein dilakukan dengan menggunakan reagen Biuret, sedangkan kadar 
asam galakturonat menggunakan reagen DNS. Pektinase  bebas mempunyai kadar protein 4,717 mg/mL dengan 
aktivitas 109,8 unit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum amobilisasi pektinase dicapai pada 
waktu pengocokan 4 jam dan konsentrasi pektinase 3,774 mg/mL dengan jumlah enzim teradsorpsi  
140,6 mg/g pasir dan aktivitas 1049,9 unit.  
Kata kunci: aktivitas, Bacillus subtilis, pasir laut teraktivasi HCl, pektinase. 
ABSTRACT 
Immobilization of pectinase by physical adsorption method on a matrix of  HCl activated sand is used to 
degrade pectin compounds. Pectinase immobilization was necessary to improve the efficiency of the enzyme so 
it can be used repeatedly. Pectinase isolated from Bacillus subtilis was purified by using ammonium sulphate at 
20-60% saturation level. This study aimed to determine the shaking time and optimum concentration of 
pectinase. In this research, the shaking time 1, 2, 3, 4, 5 hours and variation of  pectinase concentration 0.943; 
1.887; 2.830; 3.774; 4.717 mg/mL at 0.1 grams of sand, at room temperature. Determination of protein content is 
done by using Biuret reagent, whereas galacturonic acid amount used DNS reagent. Initial protein content of free 
enzyme was 4.717 mg/mL and the activity was 109.8 units. The results showed that the optimum condition of  
immobilization pectinase is achieved on shaking time 4 hours and pectinase concentration of  3.774 mg/mL  
yielding in 140.6 mg adsorbed enzyme /g sand  within activity of 1049.9 units.  
Keywords: activities, Bacillus subtilis, HCl-activated sea sand, pectinase. 
PENDAHULUAN 
Enzim dapat berfungsi sebagai katalis yang efisien karena dapat menurunkan energi 
aktivasi dari reaksi kimia [1]. Pektinase sering digunakan untuk reaksi biokatalis dalam proses 
perombakan senyawa pektat atau pektin dalam industri sari buah ataupun industri teh [2]. 
Pektinase dapat dihasilkan oleh berbagai jenis mikroorganisme, sel tumbuhan atau sel hewan 
[3]. 
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Salah satu mikroba yang dapat menghasilkan pektinase adalah Bacillus subtilis. Bakteri 
ini termasuk bakteri gram positif yang memiliki bentuk seperti batang dan sering ditemukan 
di tanah, tumbuh pada kondisi mesofillik, yaitu pada kisaran temperatur 25-35 °C, pH 7-8. 
Bacillus subtilis dapat memproduksi pektinase secara ekstraseluler [4,5]. 
Pektinase agar dapat digunakan secara berulang, maka dilakukan teknik amobilisasi. 
Enzim dapat diamobilisasi dengan melekatkan pada penyangga padat. Penyangga ini dapat 
berupa butiran, serat, lembaran berongga, tabung ataupun membran semipermeabel [6]. Salah 
satu metode amobilisasi enzim yang sederhana adalah metode adsorpsi. Metode ini 
menggunakan permukaan padat untuk menyerap ataupun menempelkan enzim di 
permukaannya dengan memanfaatkan bahan padatan sebagai penyerap. Padatan yang umum 
digunakan sebagai matriks pengadsorp adalah zeolit, alumina dan silika [7]. 
Silika (oksida silikon atau SiO2) banyak terdapat pada pasir, seperti yang berada di 
daratan benua dan pesisir pantai. Pasir ini umumnya dalam bentuk kuarsa [8], pasir laut 
mengandung 70–75% silika [9]. Untuk memudahkan proses adsorpsi maka pasir perlu 
diaktivasi. Pengaktifan ini dapat dilakukan secara fisik dengan pemanasan ataupun secara 
kimia dengan penambahan HCl. 
Daya adsorpsi dipengaruhi waktu pengocokan dan konsentrasi enzim, semakin lama 
waktu pengocokan dan semakin besar konsentrasi enzim maka jumlah enzim yang teradsorpsi 
akan semakin banyak [10]. 
METODA PENELITIAN 
Bahan dan alat 
Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah kultur murni bakteri 
Bacillus subtilis yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang dan pasir laut yang 
diperoleh dari Pantai Tanjung Aan Lombok. 
Bahan-bahan kimia yang digunakan mempunyai kualitas for microbiology antara lain, 
pektin (Merck), bacto agar (Merck), pepton (Oxoid), yeast extract (Difco), kasein (Merck) 
dan bahan yang mempunyai kualitas pro analisis yang didapat dari produsen Merck antara 
lain, CaCl2, (NH4)2SO4, MgSO4.7H2O, kristalin fenol, sodium sulfit, asam dinitrosalisilat, 
CuSO4.5H2O, NaKC4O6H4, glukosa anhidrat, padatan BaCl2, KH2PO4, Na2HPO4, padatan 
NaOH, asam sitrat, HCl (37% w/w; bj 1,19 g/mL) dan akuades. 
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Alat penelitian yang digunakan dalam penelitian ini antara lain seperangkat alat gelas, 
inkubator (Heraus tipe B 50 Memmert), autoklav (Tipe LS-C35L), jarum ose, mortar, cawan 
porselen, tanur (Nabertherm), sentrifuse dingin (Denley), shaker (Edmund Buhler SM 25 
24B), magnetic stirrer, pH meter (Inolab WTW), oven (Memmert), neraca analitik (Mettler 
Todelo AL 204), lemari pendingin, spectronic 20 (Bausch dan Lomb), kuvet, 
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu 160A double beam), kantong selofan, ayakan 120, 150 
mesh, alumunium foil, kertas Whatman no. 40, kapas steril, pH universal, corong vakum 
buchner dan penangas air (Memmert W 200).  
Prosedur preparasi pektinase 
Bacillus subtilis yang ditumbuhkan dalam media padat miring (pH 7 dan 35 oC) diambil 
sebanyak 3 ose, dimasukkan ke dalam 25 mL media cair. Diinkubasi dengan shaker kecepatan 
putar 125 rpm pada temperatur ruang selama 20 jam (fasa logaritma). Inokulum diambil  
10 mL, dimasukkan ke dalam 250 mL media pertumbuhan kemudian diinkubasi dengan 
shaker pada 125 rpm selama 24 jam (awal fasa stasioner) pada temperatur ruang, kemudian 
media hasil fermentasi ditambah dengan 12,5 mL buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7 dan 
disentrifugasi pada 3000 rpm temperatur 4 °C. Supernatan merupakan ekstrak kasar pektinase. 
Pektinase dimurnikan dengan metode pengendapan dengan amonium sulfat pada fraksi  
20-60%, kemudian didialisis menggunakan kantong selofan. Pektinase hasil pemurnian diuji 
kadar protein dan aktivitasnya. 
Uji kadar protein 
Sebanyak 2 mL larutan enzim ditambah 8 mL reagen Biuret dan 2 mL larutan kasein 
5000 ppm, diinkubasi selama 30 menit pada temperatur 50 °C. Diukur serapan pada panjang 
gelombang maksimum kasein (559 nm) sehingga kadar protein diketahui dengan memplotkan 
nilai serapan pada persamaan regresi kurva baku kasein (y = 0,00004x). Kurva baku kasein 
dibuat dengan cara mengukur serapan pada konsentrasi kasein 1000-9000 ppm. 
Uji aktivitas 
Penentuan aktivitas dilakukan dengan cara mengukur jumlah asam galakturonat. 
Disiapkan campuran yang terdiri dari 1,0 mL substrat pektin 1%,  1,0 mL enzim pektinase, 
1,0 mL buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7, dan 1,0 mL akuades didalam tabung reaksi dan mulut 
tabung ditutup dengan alumunium foil, kemudian diinkubasi pada temperatur 35 °C selama 
50 menit, ditambahkan 2,0 mL reagen DNS dan dipanaskan pada 100 °C selama 15 menit 
kemudian didinginkan dengan air mengalir hingga dingin. Serapan diukur pada panjang 
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gelombang 540 nm dengan spektrofotometer UV-Vis dan diplotkan ke dalam persamaan 
regresi kurva baku gula pereduksi (y = 0,00421x). Kurva baku gula pereduksi dibuat dengan 
cara mengukur serapan pada konsentrasi 20-100 ppm. 
Satu unit aktivitas enzim (U) diartikan sebagai 1 µgram dari asam galakturonat yang 
dilepaskan tiap menitnya per mL enzim, sedangkan untuk aktivitas pektinase amobil volume 
enzim (mL) diganti dengan berat (gram) enzim amobil. 
Preparasi matriks sebagai media amobilisasi 
Pasir ditumbuk dan diayak dengan ayakan 120 mesh, pasir yang lolos diayak kembali 
dengan ayakan 150 mesh, pasir yang tertahan dicuci dengan akuades kemudian disaring 
dengan kertas Whatman no. 40 dan dikeringkan pada temperatur 105 oC. Pasir yang telah 
dipreparasi ditimbang 10 gram, direndam dalam 200 mL larutan HCl 0,4 M pada temperatur 
ruang selama empat jam dengan kecepatan pengocokan 100 rpm. Pasir hasil perendaman 
disaring dengan kertas Whatman no. 40 dan dicuci dengan akuades hingga air pencuci netral. 
Selanjutnya pasir dikeringkan pada temperatur 105 oC hingga berat konstan. Pasir laut hasil 
aktivasi dikalsinasi pada temperatur 500 °C selama empat jam. 
Penentuan waktu pengocokan optimum amobilisasi pektinase 
Enzim hasil pemurnian dipipet sebanyak 2 mL, ditambah buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7 
hingga volume 5 mL. Larutan enzim dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 0,1 g pasir  
yang telah diaktivasi. Masing-masing campuran diinkubasi dalam shaker pada temperatur 
ruang dengan kecepatan 100 rpm selama 1, 2, 3, 4, dan 5 jam, kemudian disaring dengan 
kertas Whatman no. 40 sehingga terpisah antara pektinase amobil dengan filtrat. Pektinase 
amobil diuji aktivitasnya dan filtrat diukur kadar proteinnya.  
Penentuan konsentrasi pektinase optimum 
Tahapan amobilisasi pada variasi konsentrasi enzim dilakukan seperti langkah 
amobilisasi variasi waktu pengocokan. Perbedaannya terletak pada jumlah enzim yang 
digunakan yaitu 1, 2, 3, 4, dan 5 mL, selanjutnya campuran diinkubasi selama waktu optimum 
dalam shaker dengan kecepatan 100 rpm, kemudian disaring dengan kertas Whatman no. 40 
sehingga terpisah antara pektinase amobil dengan filtrat. Pektinase amobil diuji aktivitasnya 
dan filtrat diukur kadar proteinnya. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Waktu pengocokan optimum amobilisasi pektinase 
Waktu pengocokan optimum merupakan waktu yang paling baik untuk enzim pektinase 
melakukan proses adsorpsi ke dalam pasir. Pengocokan ini akan menyebabkan laju difusi 
enzim pektinase menuju pasir akan semakin cepat, hal ini dapat mengakibatkan 
kesetimbangan adsorpsi juga akan semakin cepat tercapai. Waktu pengocokan optimum 
didapatkan dari jumlah enzim teradsorpsi maksimum dan aktivitas maksimum. Untuk 
meningkatkan kemampuan adsorpsi maka pasir perlu diaktivasi. Aktivasi pasir dengan HCl 
akan melarutkan pengotor seperti magnetit (Fe2O3), ilmenit (FeO.TiO2), limonit 
(Fe2(OH)6.Fe2O3), biotit [K(Mg.Fe)2(OH)2Si2O10] dan feldspar (KAlSi2O3) [8] sehingga pori 
pasir akan semakin luas dan akan meningkatkan kemampuan adsorpsi pasir. Interaksi yang 
terjadi antara pasir dengan pektinase adalah ikatan hidrogen. Ikatan ini  terjadi antara sisi 
hidrofilik yang diakibatkan adanya kontak atom oksigen pada silokson (Si-O-Si) yang 
terdapat pada pasir dengan gugus pada residu asam amino pektinase yang bersifat hidrofilik 
(COOH dan NH2). 
 
   a      b 
Gambar 1. (a) Kurva hubungan antara waktu pengocokan terhadap jumlah pektinase 
teradsorpsi (b) Kurva hubungan antara waktu pengocokan terhadap aktivitas pektinase amobil 
 
Peningkatan jumlah enzim teradsorpsi secara signifikan terjadi pada waktu pengocokan 
1-4 jam, hal ini kemungkinan disebabkan oleh probabilitas kontak antara pektinase dan pasir 
semakin tinggi, sehingga enzim yang teradsorpsi akan semakin banyak dan aktivitas juga 
semakin besar (Gambar 1a dan 1b). Namun terjadi sedikit penurunan pada waktu pengocokan   
5 jam, hal ini dimungkinkan karena adsorpsi secara fisik bersifat reversibel dan ikatan antara 
pektinase dan pasir cukup lemah sehingga enzim mudah lepas. Waktu pengocokan optimum 
terjadi pada 4 jam, karena pada waktu tersebut telah terjadi kesetimbangan dengan jumlah 
enzim teradsorpsi sebesar 50,6 mg/g pasir dan aktivitas 560,5 unit.  
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Konsentrasi pektinase optimum amobilisasi pektinase 
Proses adsorpsi dipengaruhi oleh konsentrasi pektinase, karena semakin besar 
konsentrasi pektinase akan menyebabkan jumlah enzim yang teradsorpsi dan aktivitas 
semakin besar. Adsorpsi dapat terjadi jika potensial kimia pektinase pada fasa ruah lebih 
tinggi dibandingkan dengan potensial kimia pektinase pada permukaan pasir, semakin tinggi 
perbedaan potensial antara keduanya akan mengakibatkan laju difusi yang semakin tinggi. 
Konsentrasi pektinase optimum didapat dari jumlah enzim teradsorpsi maksimum dan 
aktivitas maksimum. 
  
a           b  
Gambar 2. (a) Kurva hubungan antara konsentrasi pektinase terhadap jumlah pektinase 
teradsorpsi (b) Kurva hubungan antara konsentrasi pektinase terhadap aktivitas pektinase 
amobil 
 
Dari variasi konsentrasi pektinase 0,943 sampai 3,774 mg/mL terjadi peningkatan yang 
signifikan pada jumlah pektinase yang teradsorpsi dan aktivitas pektinase amobil, hal ini 
dimungkinkan karena adanya perbedaan potensial kimia antara fasa ruah dengan permukaan 
pasir, akibatnya laju difusi akan semakin tinggi (Gambar 2a dan 2b). Pada konsentrasi 
pektinase di atas 3,774 mg/mL, pektinase yang teradsorpsi dan aktivitas pektinase amobil 
cenderung menurun, hal ini dimungkinkan karena adsorpsi secara fisik bersifat reversibel, 
selain itu ikatan antara pektinase dan pasir cukup lemah. Dari data yang didapatkan, diketahui 
bahwa konsentrasi optimum terjadi pada 3,774 mg/mL, karena pada konsentrasi tersebut telah 
terjadi kesetimbangan. Pada konsentrasi optimum didapat jumlah enzim teradsorpsi sebesar 
140,6 mg/g pasir dan aktivitas 1049,9 unit. 
KESIMPULAN 
Kesimpulan dari penelitian ini menunjukkan kondisi optimum adsorpsi pektinase pada 
pasir laut yang teraktivasi HCl dicapai pada waktu pengocokan 4 jam dan konsentrasi 
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pektinase 3,774 mg/mL dengan jumlah enzim teradsorpsi sebesar 140,6 mg/g pasir dan 
aktivitas  1049,9 unit. 
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